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Pojav fluorescence so z namenom preverjanja originalnosti lesa, na osnovi obarvanja 
njegovega ekstrakta, izkoriščali že pred pol tisočletja. Skozi čas so se na tem področju 
izoblikovale razlage pojava, odkrivali novi načini uporabe in sintetizirali številni fluorofori. 
Pojav fluorescence sedaj izkoriščajo mnoge metode iz področij fizike, biologije, kemije in 
medicine. Tako smo priča številnim novim tehnikam, a razvoj novih fluoroforov in 
fluorescentnih sond zaostaja. 
V magistrski nalogi Andraža Bevka je opisan nov fluorofor iz skupine polimetinov. 
Reakcijske pogoje do opisanega fluorofora je v svoji magistrski nalogi raziskala Nataša Vek, 
v okviru naše magistrske naloge pa smo preučili kakšen tip reaktantov reagira pod pogoji 
sinteze. Med drugim smo pri reaktantih zamenjali nitril z estrsko skupino. Reakcija v tem 
primeru poteče, a do drugačnega fluorofora. Poleg tega smo ugotovili, da je za potek reakcije 
pri reaktantu nujno potreben aromatski dušik piridinskega tipa. Določili smo tudi izkoristke 
treh reakcij s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC). 
Pri fluorescenci prihaja do emisije fotonov po predhodni absorpciji le-teh. Poleg eno-
fotonske, so molekule zmožne tudi dvo-fotonske absorpcije. Teorija dvo-fotonske 
absorpcije, ki je bila razvita v tridesetih letih prejšnjega stoletja, se je v dobri sredini 20. 
stoletja z izumom dovolj močnih laserjev razvila v prakso. Ker ima metoda dvo-fotonske 
fluorescentne mikroskopije številne prednosti pred eno-fotonsko, so se takrat začele tudi 
raziskave v smeri sinteze molekul s sposobnostjo dvo-fotonske absorpcije, ki so stabilne in 
imajo visok kvantni izkoristek. V sklopu tega so ugotovili določene parametre, ki jih je pri 
načrtovanju dvo-fotonskih sond potrebno upoštevati. V magistrski nalogi smo sintetizirali v 
literaturi že opisano dvo-fotonsko sondo imenovano pajkovec in dvo-fotonsko sondo, ki jo 
uvrščamo med kumarine. Pri zadnji smo naleteli na številne težave pri sintezi, tako da vseh 
želenih spojin nismo uspeli pripravit. 
S sintetiziranimi dvo-fotonskimi sondami smo označili ogljikove nanocevke, žal pa po 
vezavi na nanocevke kolegi z Instituta Jožef Stefan (IJS) niso zaznali signala na 
fluorescenčnem mikroskopu. Najverjetneje, ker ogljikove nanocevke dušijo fluorescenco. 
Vsem pripravljenim sondam smo pomerili ekscitacijski in emisijski spekter. Spektra spojine 
1 ustrezata opisanim spektrom v literaturi. Spojina 7 izstopa po relativno velikem 
Skokesovem premiku. Spojina 19 pa izkazuje izrazit premik ekscitacijskega in emisijskega 
spektra k nižjim valovnim dolžinam glede na sorodno spojino 17. 




The phenomenon of fluorescence was already used half a millennium ago for the purpose of 
determining the originality of the wood, based on the colouring of its extract. In the last two 
centuries, explanations of the phenomenon have been developed, new methods of use have 
been discovered and many fluorophores have been synthesized. Methods based on 
fluorescence have become invaluable in the fields of physics, biology, chemistry and 
medicine. And new techniques are continuously being introduced while the development of 
new fluorophores is lagging behind. Recently, a new fluorophore from polymethine family 
has been described in master's thesis of Andraž Bevk. Synthesis was subsequently optimized 
by Nataša Vek, described in detail in her master's thesis. In our master's thesis we 
investigated the nature of reactants that react under optimised conditions. Several different 
arylacetonitrils and ethyl arylacetates were tested. According to our results heteroaryl moiety 
must contain pyridine-like nitrogen, while the products of ethyl arylacetates undergo further 
cyclisation. Additionally, we determined the yields of three reactions with developed high 
performance liquid chromatography (HPLC) method. 
Fluorophore emits photons after prior absorption. In addition to single-photon, the molecules 
are also capable of two-photon absorption. The theory of two-photon absorption was 
developed in the 1930s, but came into practice in the middle of the 20th century with the 
invention of strong enough lasers. Since the method of two-photon fluorescence microscopy 
has many advantages over the one-photon, the middle of the 20th century was also a time, 
when specialized two-photon probes were being first developed and studied. In the master's 
thesis we prepared a two-photon probe already described in the literature, and new coumarin-
based two-photon probes. We encountered some problems during the synthesis of the latter 
and we were not able to prepare all the desired derivatives. 
CNT were labelled with synthesized two-photon probes, however colleagues at Institut Jožef 
Stefan (IJS) were not able to detect any signal, probably because of the quenching of 
fluorescence by CNT. 
Additionally, the excitation and emission spectra of synthesized fluorophores were recorded. 
Spectra of probe 1 are in accordance with the ones reported in the literature. Probe 7 stands 
out because of relatively large Stokes shift. And surprisingly, fluorophore 19 has significant 
blue-shift compared to the similar fluorophore 17. 
 




ACN    acetonitril 
CNT    ogljikove nanocevke 
DCM    diklorometan 
DIPEA   diizopropiletilamin 
DMF    dimetilformamid 
DMSO   dimetilsulfoksid 
EDTA    etilendiamintetraocetna kislina 
Hex    heksan 
HPLC    tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS    masna spektrometrija visoke ločljivosti 
IJS    Institut Jožef Stefan 
MF    mobilna faza 
Mr    molekulska masa 
MS    masna spektrometrija 
NIR    bližnja-infrardeča 
NMR    jedrska magnetna resonanca 
Rf    retencijski faktor 
TFA    trifluoroocetna kislina 
TLC    tankoplastna kromatografija 
UV    ultravijolična 
UV-VIS   ultravijolično in vidno območje 
ε    molarni ekstincijski koeficient 






Fluorescenca je pojav, ki ga uvrščamo pod fotoluminiscenco, kjer z absorpcijo svetlobe 
elektron preide iz osnovnega v višje energijsko stanje, imenovano tudi vzbujeno stanje, nato 
pa z emisijo svetlobe nazaj v osnovno stanje. Pri tem prehodu molekula izseva svetlobo 
določene valovne dolžine. Med prehodi je točno določena energijska razlika, ki je odvisna 
od energijskih stanj molekule, zato mora molekula absorbirati točno toliko energije, kolikor 
je potrebno, da preide iz osnovnega v vzbujeno stanje. Valovna dolžina emitirane svetlobe 
je torej odvisna od strukture molekule in s tem povezano postavitvijo energijskih stanj (1; 
2). Do fluorescence pride, ko snov absorbira svetlobo ene valovne dolžine in istočasno 
oddaja svetlobo v drugem delu spektra, običajno višje valovne dolžine (slika 1) (3). 
  
 
Slika 1: Fluorescenca derivata kumarina. 
Prva uporaba fluorescence sega v sredino 16. stoletja, ko je španski zdravnik in botanik 
Nicolas Mondares na osnovi opažene modre svetlobe, ki jo je oddajal vodni ekstrakt lesa, 
zapisal, kako preveriti originalnost lesa na osnovi obarvanja njegovega ekstrakta. Nadaljnje 
je pomembno vlogo pri razumevanju in imenovanju fluorescence imelo opazovanje kristalov 
fluorita s safirno modro fluorescenco, klorofila z rdečo fluorescenco ter raztopine 
kininijevega sulfata, ki ob obsevanju z ultravijolično (UV) svetlobo emitira svetlobo modre 
barve (1). V sredini 19. stoletja je fizik in profesor matematike Sir George Gabriel Stokes 
opazil, da se raztopina kininijevega sulfata obnaša, kot da je »samosvetleča«, in da se 
svetloba razprši v vse smeri. Ugotovil je, da je to posledica absorpcije svetlobe, ki ji sledi 
emisija svetlobe druge valovne dolžine. Ta pojav je kasneje poimenoval fluorescenca. Ime 
izhaja iz fluorita, minerala pri katerem so opazovali pojav fluorescence, vendar so zmotno 
mislili, da gre za vrsto opalescence, ki je posledica sipanja svetlobe in jo lahko opazimo na 
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mineralu opal. Fluorescenca je torej analogni izraz opalescenci, ker izhaja iz imena minerala, 
na katerem lahko ta pojav opazujemo (1; 3). 
Ena od najstarejših uporab fluorescence je fluorescentna cev, ki se še do danes ni bistveno 
spremenila. To je električna razelektritvena cev, ki ima notranjo površino premazano z 
luminescentnim materialom in se je dolgo uporabljala kot analitični pripomoček za 
določanje koncentracij ionskih in nevtralnih spojin. Znana uporaba fluorescence za analizo 
je iz leta 1868, ko se je uporabljala pri detekciji kovin. Takrat se je prvič uveljavil izraz 
fluorescentna analiza (1). 
 
JABLONSKI DIAGRAM 
Jablonski diagram prikazuje procese, do katerih pride pri absorpciji in emisiji svetlobe. 
Primeren je za ponazoritev različnih molekularnih procesov, ki se lahko pojavijo v 
vzbujenem stanju. Poimenovan je po profesorju Alexandru Jablonskemu, ki je zaradi 
številnih dosežkov na področju fluorescence znan kot oče fluorescentne spektroskopije (4). 
Imenujemo ga tudi diagram elektronskih prehodov, saj so elektroni kromoforov in 
fluoroforov odgovorni za različne prehode (5). 
Tipični Jablonski diagram vsebuje osnovno singletno stanje S0 ter vzbujena singletna stanja 
S1 in S2 do Sn Znotraj teh stopenj energij elektronov so lahko fluorofori v številnih stopnjah 
vibracijskih energij (slika 2) (4). 
 
 
Slika 2: Primer osnovnega Jablonskega diagrama, ki prikazuje absorpcijo in fluorescenco. 
Fluorescenco ponazorimo v treh stopnjah (2). V prvi stopnji, ekscitaciji, fluorofor absorbira 
energijo fotona in preide iz osnovnega singletnega stanja (S0) v vzbujeno (Sn) (n≥1), kjer 
3 
 
ostane od nekaj nano- do pikosekund. To je povprečen čas molekul v vzbujenem stanju, 
imenovanem tudi življenjska doba fluoroforov (5; 6). Zaradi trkov med molekulami 
(vibracijska relaksacija in interna konverzija), kjer se del energije izgubi, pride znotraj te 
dobe do prehodov, kot je t.i. interna konverzija, kjer molekule iz višjih vzbujenih stanj (Sn; 
n>1) preidejo v najnižje vzbujeno stanje (S1) (2; 5). Čas v vzbujenem stanju je odvisen od 
številnih faktorjev, kot so konformacija molekule, ne-relaksacijski prehodi, notranje gibanje 
molekule, mikrookolje itd. (5; 6). Življenjska doba fluorofora se konča z zadnjo stopnjo, ko 
le-ta z emitiranjem fotonov preide iz vzbujenega v osnovno stanje (S0). Energija emitiranega 




Značilnost, da je valovna dolžina emitirane svetlobe višja od valovne dolžine absorbirane, 
imenujemo Stokesov premik in je ena izmed ključnih značilnosti fluorescence (3). V sredini 
19. stoletja je G. G. Stokes s preprostimi instrumenti opazoval to lastnost fluorescence. Za 
vir ekscitacije UV svetlobe je uporabil sončno svetlobo, pri čemer mu je modro steklo okna 
služilo kot filter, ki je selektivno prepuščalo svetlobo valovne dolžine nižje od 400 nm. 
Vzorec pri eksperimentu je bila raztopina kininijevega sulfata. Z rumenim kozarcem, ki je 
prepuščal le svetlobo višje valovne dolžine od 400 nm, je nato zagotovil, da vpadna svetloba 
ni dosegla detektorja (4). Stokesov premik lahko torej prikažemo z uporabo filtra. Najbolj 
uporaben je filter, katerega absorpcijski spekter je čim bolj podoben absorpcijskemu spektru 
fluorescentne snovi, saj ta ne prepušča valovne dolžine svetlobe, s katero osvetljujemo 
vzorec. Tako v primeru, da postavimo filter med raztopino in opazovalca, vidimo le svetlobo, 
ki jo emitira vzorec, ne pa tudi svetlobe, s katero osvetljujemo raztopino (3). Vzrok za 
Stokesov premik, ki je skupen vsem molekulam, je hiter prehod v nižje vibracijsko stanje 
znotraj vzbujenega stanja S1. Do Stokesovih premikov lahko pride tudi zaradi učinka topil, 
reakcij v vzbujenem stanju, tvorbe kompleksov in prenosa energije (4). 
Stokesov premik omogoča detekcijo emitiranih fotonov, pri čemer so izvzeti ekscitirani 
fotoni, kar je bistvenega pomena za občutljivost fluorescentnih tehnik (6). Po enačbi je 
absorpcijska energija:  𝐸𝑎 =
ℎ𝑐
𝜆𝑎
  (Enačba 1) 
in emisijska energija:  𝐸𝑒𝑚 =
ℎ𝑐
𝜆𝑒𝑚
,  (Enačba 2) 
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pri čemer je 𝐸𝑒𝑚 < 𝐸𝑎 oz. 𝜆𝑒𝑚 >  𝜆𝑎, kjer sta 𝜆𝑎 in 𝜆𝑒𝑚 vrhova absorpcijskega in 
emisijskega spektra. Maksimum emisijskega spektra je torej premaknjen proti daljšim 
valovnim dolžinam v primerjavi z maksimumom absorpcijskega spektra (slika 3) (5). 
 
 
Slika 3: Primer normaliziranega ekscitacijskega (v oranžni barvi) in emisijskega (v modri barvi) spektra. 
Emisijski spekter se nahaja pri višjih valovnih dolžinah kot ekscitacijski, kar imenujemo Stokesov premik. 
 
1.2. LASNOSTI FLUORESCENTNEGA SPEKTRA 
Fluorofori omogočajo z generiranjem številnih fotonov visoko stopnjo občutljivosti 
fluorescentnih detekcijskih tehnik. Prehode molekul med elektronskimi stanji, ki jih 
detektiramo, prikažemo s fluorescentnim ekscitacijskim in emisijskim spektrom. 
Fluorescentni spekter predstavlja intenziteto fluorescence kot funkcijo valovne dolžine (5; 
6). 
 
FLUORESCENTNI EKSCITACIJSKI SPEKTER 
Ekscitacijski spekter predstavlja intenziteto fluorescence v odvisnosti od valovne dolžine 
ekscitacije in okarakterizira porazdelitev elektronov molekule v osnovnem stanju. Oblika je 
pretežno odvisna od porazdelitve vibracijskih stanj, intenziteta pa od števila molekul, ki 
dosežejo vzbujeno stanje (5; 7). 
Fluorescentni ekscitacijski spekter je pri fluoroforih po obliki v večini primerov zelo 
podoben absorpcijskemu spektru. Molekule so zmožne pri posamezni valovni dolžini 
absorbirati svetlobo, kar lahko zapišemo z Beer-Lambertovim zakonom (enačba 3) 
𝐴 = 𝑂𝐷 = log (
𝐼0
𝐼


















kjer 𝐴 predstavlja absorbanco svetlobe, 𝑙 dolžino optične poti, ki jo naredi svetloba skozi 
vzorec, in 𝑐 koncentracijo snovi, ki absorbira (7). V enačbo je vključen tudi molarni 
ekstincijski koeficient (ε), ki z drugimi besedami predstavlja verjetnost elektronskega 
prehoda (absorpcije fotona) in je odvisen od valovne dolžine (5; 7). 𝐼0 in 𝐼 predstavljata 
vrednosti intenzitete vstopne in izstopne svetlobe, 𝑂𝐷 pa optično gostoto (7). 
 
FLUORESCENTNI EMISIJSKI SPEKTER 
Fluorescentni emisijski spekter predstavlja intenziteto emitirane svetlobe v odvisnosti od 
valovne dolžine. Intenzivnost emisije je sorazmerna z amplitudo fluorescentnega 
ekscitacijskega spektra pri točno določeni valovni dolžini (6; 7). 
Energija elektronskega prehoda je ekvivalentna energijski razliki med začetno stopnjo 
energije in končno stopnjo. Prehodna energija 𝐸 (J/mol) je tako 
𝐸 = ℎ𝜈 =
ℎ𝑐
𝜆
,  (Enačba 4) 
pri čemer je ℎ Planckova konstanta (ℎ = 6,63 × 10-34 Js), 𝜈 je frekvenca svetlobe (s-1), 𝑐 je 
hitrost svetlobe in 𝜆 je valovna dolžina (nm). Do prehoda torej pride pri točno določeni 
energiji in valovni dolžini. 
Emisija je zelo hiter proces, zato je za opazovanje fluorescence potrebno neprekinjeno 
vzbujanje fluorofora. Vsak fluorofor ima svoje lastne fluorescentne lastnosti in intenziteto, 
določeno valovno dolžino emisije in življenjsko dobo, ki karakterizirajo fluorofor. Na te 
lastnosti ima lahko med drugim velik vpliv okolje (polarnost topila, viskoznost topila, 
temperatura itn.) (5). 
 
INTENZITETA FLUORESCENCE 
Po absorpciji fotona nek delež fluoroforov preide v vzbujeno stanje in nato preko relaksacije 
nazaj v osnovno. Slednja lahko poteče bodisi z emisijo fotona (fluorescenca) bodisi 
neradiativno. Kakšen je delež vzbujenih molekul, ki emitira svetlobo, opisuje tako imenovan 
kvantni izkoristek (Ф). Ta predstavlja razmerje med številom absorbiranih in emitiranih 
fotonov ter je definiran kot (5; 6). 
Ф𝐹 = 𝐼𝐹/𝐼𝐴    (Enačba 5) 
Ф𝐹 < 1, 𝐼𝐴 = 𝐼0 − 𝐼𝐹   (Enačba 6) 
𝐼𝐹(𝜆) = Ф𝐹𝐼0(1 − 𝑒
−𝜀𝑐𝑙)  (Enačba 7) 
Za zelo nizke optične gostote (εcl <<  0,05) lahko zadnji izraz (enačba 7) zapišemo kot 
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𝐼𝐹(𝜆) = Ф𝐹𝐼0𝜀(𝜆)𝑐𝑙.   (Enačba 8) 
Enačba 8 opisuje povezavo med intenziteto fluorescence pri točno določeni valovni dolžini 
emisije in intenziteto vpadne svetlobe, Ф fluorofora ter njegovo optično gostoto pri valovni 
dolžini vzbujanja. Pri danem fluoroforu lahko na jakost fluorescence vplivamo z intenziteto 
svetlobe, s katero vzbujamo, in z dolžino optične poti, medtem ko sta ε in Ф intrinzični 
lastnosti posameznega fluorofora. Pri načrtovanju novih fluoroforov si želimo, da sta ε in Ф 
čim višja (5). 
 
OBLIKA SPEKTRA 
Ne glede na valovno dolžino ekscitacije dobimo vedno enak emisijski spekter fluorescence. 
To poznamo kot Kashovo pravilo. Emisijski spektri so zaradi hitrega prehoda elektrona iz 
višjih vzbujenih stanj v najnižje vzbujeno stanje (S1) običajno neodvisni od valovne dolžine 
ekscitiranja. Obstajajo izjeme, kot so fluorofori, ki so lahko v dveh ionizacijskih stanjih, in 
nekatere molekule, ki emitirajo iz stanja S2, kar je običajno redek pojav. Do emisije pride 
namreč večinoma pri prehodu molekule iz najnižjega singletnega stanja (S1), zato tudi če sta 
pri ekscitaciji na spektru vidna dva vrhova (prehod v S2 in S1), je v emisijskem spektru le en 
vrh. To, da je emisija zrcalna slika absorpcije prehoda iz S0 v S1 in ne celotnega 
absorpcijskega spektra, velja za večino fluoroforov. Je pa ta fenomen posledica tega, da so 
si vibracijska stanja v S0 in S1 zelo podobna, ker so ti prehodi tako hitri, da se geometrija 
atomov fluorofora medtem ne spremeni. Zaradi podobnih prehodov tako pri absorpciji in 
emisiji opazimo na splošno simetrične spektre absorpcije in emisije, le da so slednji pri višjih 
valovnih dolžinah (4). 
 
1.3. FLUOROFORI 
Če se omejimo na organske fluorofore, do pojava fluorescence pride pretežno pri molekulah, 
ki vsebujejo aromatske skupine ali konjugirane dvojne vezi. Fluorofor, načrtovan tako, da 
se odziva na določeno lastnost okolice (npr. pH, viskoznost, polarnost, reaktivne kisikove 
zvrsti …) ali interagira s točno določenim območjem biološkega vzorca (npr. mitohondrij, 
membrana …), imenujemo fluorescentna sonda (6). 
Fluorofore lahko delimo na intrinzične in ekstrinzične. Izraz intrinzični se nanaša na 
fluorofore, ki obstajajo v naravi. Najbolj pogoste endogene molekule, ki fluorescirajo, so 
piridinski in flavinski koencimi (nikotinamid adenin dinukleotid, flavin adenin dinukleotid, 
flavin mononukleotid), nekateri derivati porfirina, kot je klorofil, derivati piridoksina in 
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pteridina ter tudi nekateri proteini. Strukture v telesu, ki jih pogosto želimo proučevati, kot 
npr. deoksiribonukleinska kislina in lipidi, ne fluorescirajo, zato se poslužujemo 
označevanja teh struktur oz. makromolekul z ekstrinzičnimi sondami. Pod ekstrinzične 
sonde uvrščamo fluorofore, ki v naravi ne obstajajo. Dodajamo jih vzorcem z namenom, da 
zagotovimo fluorescenco, ki prej ni prisotna, ali spremenimo spektralne lastnosti vzorca (4; 
7). Fluorescin je bila prva ekstrinzična sonda, ki je dosegla vsestransko uporabo. Prvi 
ekstrinzični označevalec je sintetiziral Albert Coons leta 1941. Označeval je protitelesa s 
fluorescin izocianatom in s tem odprl novo poglavje imunofluorescence. S kasnejšo sintezo 
danzil klorida (dansyl chloride), ki se lahko kovalentno veže na proteine in ima ustrezne 
absorpcijske in emisijske lastnosti, se je začelo razvijati področje kvantitativne biološke 
fluorescence (7). Izbira fluorofora in s tem ustreznih lastnosti je odvisna od namena uporabe. 
Ne glede na to je pomembno, da je ta fotostabilen in da je možno vzbujanje s svetlobo, ki ne 
povzroča visoke fluorescence ozadja in je pri tem dovolj svetel, da ga je moč zaznati (8). 
 
KUMARINI 
Kumarine uvrščamo med benzopirone, pri čemer je v primeru kumarinov osnovni obročni 
sistem benzopiran-2-on ali kromen-2-on. Karbonilno skupino imajo na alfa mestu 
pironskega obroča. Osnovna molekula kumarina je kumarin 2H-1-benzopiran-2-on (slika 4). 
Znan je po svojem vonju po vanilji, prvič pa je bil izoliran leta 1822 iz fižola tonka (9; 10).  
 
 
Slika 4: Levo, osnovna kemijska struktura kumarina. Desno, struktura varfarina. 
Derivati kumarina so prisotni v številnih naravnih virih, posebej v zelenih rastlinah. 
Celokupno so identificirali že več kot 300 naravnih spojin, ki imajo vgrajen kromen-2-on, 
številne med njimi izkazujejo tudi farmakološke učinke (10). Varfarin (slika 4), ki je 
antagonist vitamina K, je morda najbolj znana učinkovina s kumarinskim skeletom. 
Kumarini se uporabljajo tudi kot dodatek hrani, parfumom ter ostali kozmetiki, poleg tega 
pa je kumarinski skelet osnova številnih fluoroforov, tako sond kot označevalcev (9). 
Kumarini kot fluorofori niso idealni iz stališča ε, Ф in fotostabilnosti, vendar imajo za razliko 
od drugih tipov fluoroforov zelo dobro definirano razmerje med strukturo in foto-fizikalnimi 
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lastnostmi. Slednje so ugodne, kadar je na mestu 7 elektron-donorska skupina (npr. 
alkilamino ali alkiloksi skupina) in na mestu 3 elektron-akceptorska skupina (npr. 
karboksilna skupina ali heterocikli). Stokes-ov premik pa močno poveča uvedba elektron-
akceptorske skupine na mesto 4, znani sta predvsem ciano in trifluorometilna skupina. Tako 
lahko s kemijsko modifikacijo pripravimo fluorofore kumarinskega tipa, ki emitirajo 
svetlobo od modre do rdeče (11). 
 
POLIMETINI 
Polimetini so skupina fluoroforov z lihim številom metinskih skupin. Poleg polimetinske 
verige strukturo polimetinov sestavljata še dve terminalni skupini (slika 5). Na terminalnih 
mestih so lahko posamezni atomi, enostavne skupine atomov in aromatske oz. 
heteroaromatske skupine. Pogosto se uporabljajo kot fluorescentne sonde, saj se lahko, s 
spreminjanjem števila metinskih skupin, vpliva na položaj ekscitacije in emisije. Večje 
število metinskih skupin pomakne ekscitacijski in emisijski spekter k višjim valovnim 
dolžinam in obratno. Prav zato je veliko fluoroforov, ki emitirajo v območju bližnje-
infrardeče (NIR), polimetinskega tipa. Barvila, ki fluorescirajo v NIR območju, so uporabna 
kot sonde za in vivo slikanje, saj ima tkivo v tem območju valovnih dolžin nizko absorbanco 
in lahko svetloba prodira globoko v tkivo. Poleg tega je v območju NIR zelo malo 
avtofluorescence t.j. fluorescence, ki izhaja iz endogenih fluoroforov. S tovrstnimi 
molekulami lahko označimo proteine, protitelesa, nukleinske kisline ali oligonukleotide. 
Intenzivni in selektivni spektralni pasovi agregatov polimetinskih barvil omogočajo njihovo 
uporabo tudi v nanotehnologiji (12). 
 
 
Slika 5: Levo: metinska skupina. Desno: primer fluorofora, ki sodi med polimetine oz. cianine. Terminalni 
skupini sta obarvani rdeče in polimetinska veriga modro. 
CIANINI 
Polimetine, pri katerih sta terminalni skupini heterocikla, ki vsebujeta dušik, imenujemo tudi 
cianini (12). Na N-alkilnih skupinah je pogosto prisotna še funkcionalna skupina, preko 
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Slika 6: Levo: primer cianinske sonde za označevanje membran. Desno: primer cianinske sonde za 
označevanje proteinov. 
Kadar je v molekuli ena metinska skupina, je barvilo monometin cianin ali enostavno cianin, 
npr. kvinolin modro in etil rdeče barvilo. Barvilo s tremi metinskimi skupinami spada pod 
trimetin cianine ali karbocianine, npr. pinacianol in kriptocianin. Če vsebuje pet metinskih 
skupin, ga uvrščamo pod pentametin cianine ali dikarbocianine itn. (13).  
Strukturo molekul lahko poleg variiranja dolžine polienske verige, spreminjamo s 
substituenti na dušiku ali z različnimi heterocikli. Dolžina polimetinske verige vpliva na Ф 
in valovno dolžino absorpcije. S podaljševanjem verige, se Ф zmanjša, valovna dolžina 
absorpcije pa poveča (ena vinilska enota povzroči batokromni premik za približno 100 nm). 
Na fluorescenco vpliva tudi vezava cianinov na nukleinske kisline in proteine. Jakost 
fluorescence se poveča, kadar je molekula vezana na omenjene strukture, saj pride do 
rigidizacije fluorofora (14).  
Pri sintezi tialzola (slika 7) v okviru magistrske naloge Andraža Bevka, je poleg 
predvidenega produkta nastal neznan fluorofor, katerega strukturo so na UL FFA kasneje 
tudi identificirali. Ugotovili so, da gre za molekulo iz skupine polimetinov, ki je strukturno 
zelo blizu cianinom. Za tovrstni strukturni tip še ni bilo objavljenih nobenih raziskav na temo 
njenih fluorescentnih lastnosti. Za podoben tip spojin je opisana sinteza z difluorokarbenom, 
za spojino, ki jo je izoliral Andraž Bevk, pa mehanizem ni poznan (15). V nadaljnjih 
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raziskavah so optimizirali pogoje reakcije, izkazalo se je, da je za reakcijo potreben 
dimetilformamid (DMF) in HCl. DMF služi kot topilo in kot vir metinske skupine (16). 
 
 
Slika 7: Reakcijska shema sinteze neznanega fluorofora v okviru magistrske naloge Andraža Bevka. 
 
1.4. DVO-FOTONSKA MIKROSKOPIJA 
Teorijo dvo-fotonske absorpcije je v tridesetih letih prejšnjega stoletja razvila Maria 
Göppert-Mayer. Eksperimentalno je bila tovrstna absorpcija demonstrirana približno 30 let 
kasneje oz. kmalu po izumu laserja. V devetdesetih letih, ko so postali subpikosekundni 
pulzni laserji bolj dostopni, so bile tudi raziskave dvo-fotonske absorpcije enostavnejše. 
Tako so v tem času izumili tudi dvo-fotonsko fluorescentno mikroskopijo (17). 
Velik napredek v fluorescentnih mikroskopskih tehnikah je pripomogel k novim načinom 
preučevanja bioloških procesov. Fluorescentna mikroskopija se pogosto uporablja za 
proučevanje strukture in dinamike bioloških sistemov, tako in vitro kot in vivo (18). 
 
PREDNOSTI DVO-FOTONSKE MIKROSKOPIJE 
Med eno-fotonsko in dvo-fotonsko absorpcijo je razlika ta, da je eno-fotonska linearno 
odvisna od jakosti svetlobe, medtem ko se dvo-fotonska poveča s kvadratom jakosti 
svetlobe, saj pride do vzbujanja molekule preko absorpcije energij dveh fotonov hkrati (17; 
19). Energija fotonov, ki se absorbirajo pri dvo-fotonski ekscitaciji, je bistveno nižja od 
energije fotonov, ki se absorbirajo pri eno-fotonski ekscitaciji. V primeru hkratne absorpcije 
dveh fotonov prvi foton vzbudi elektron do navideznega vmesnega stanja, drugi foton pa 
nato do vzbujenega elektronskega stanja. Hitrost absorpcije je močno odvisna od 
koncentracije fotonov (jakosti svetlobe), zato je fluorescenca omejena na goriščno točko 
(18). 
Ključna razlika med eno-fotonsko in dvo-fotonsko ekscitacijo je torej v volumnu ekscitacije 
v področju gorišča (17). Verjetnost dvo-fotonske ekscitacije je bistveno manjša zunaj 
goriščne točke, kar omogoča ekscitacijo majhnega goriščnega volumna (približno 1 
femtometer) (19). Volumen ekscitacije lahko definiramo kot elipsoid, v katerem je gostota 
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ekscitacije v centru žarišča več kot 50%. Pri eno-fotonski ekscitaciji lahko s pomočjo 
ustreznega objektiva zagotovimo skoraj tako ozek elipsoid kot pri dvo-fotonski, vendar je 
dolžina volumna ekscitacije v vzporedni smeri žarka bistveno večja v primerjavi z dvo-
fotonsko ekscitacijo. Visoka jakost ekscitacije v območju gorišča omogoča obravnavo 
majhnega volumna globoko v vzorcu, pri čemer ne pride do odzivov iz okoliškega materiala. 
Spodaj (slika 8) je prikazana ekscitacija fluorescentnega barvila z eno-fotonsko absorpcijo, 
pri čemer se tvori tok emisije vzdolž poti žarka, medtem ko je pri dvo-fotonski absorpciji 
vidna ostra točka emisije v žarišču (17). 
 
 
Slika 8: Eno-fotonska ekscitacija (levo) v primerjavi z dvo-fotonsko ekscitacijo (desno); prirejeno po (20). 
V primerjavi z eno-fotonsko je pri dvo-fotonski mikroskopiji možna globoka penetracija 
zaradi lokalizirane ekscitacije ter daljše valovne dolžine fotonov v NIR območju (700-1100 
nm), ki so znotraj t.i. biološkega optičnega okna (18; 19). Pri ekscitaciji z NIR laserskimi 
pulzi je pri proučevanju živih celic in tkiv torej nižja fluorescenca ozadja (21). Ker je 
absorpcija omejena na majhno goriščno območje in je energija ekscitiranih fotonov dvakrat 
nižja, pride do manj fotopoškodb (fototoksičnost in fotobledenje). Omejeno območje 
ekscitacije prav tako omogoča visoko ločljivost 3D slik. Poleg tega je zaradi boljše 
učinkovitosti zbiranja za dosego istega signala potrebna manjša ekscitacija (18; 19). 
 
1.5. DVO-FOTONSKE SONDE 
Za uporabo dvo-fotonske absorpcije so potrebne molekule, ki so zmožne tovrstne absorpcije, 
t.i. dvo-fotonske sonde, katerih uporaba je razširjena na mikroskopijo, 3D shranjevanje 
podatkov, omejevanje optične moči, fotodinamično terapijo in na lokalizirano sproščanje 
bio-aktivnih snovi (17; 22). 
Dvo-fotonske fluorescentne sonde lahko ekscitiramo z NIR laserskimi pulzi. Valovne 
dolžine ekscitacije so med 700-1100 nm, saj se te ujemajo z biološkim transparentnim 
oknom, hkrati pa je v tem območju avtofluorescenca minimalna. Na splošno dajejo emisije 
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fluorescence daljših valovnih dolžin (v rdečem do NIR območju) boljšo kvaliteto 3D slik 
zaradi manjšega sipanja in absorpcije (21; 22). 
Sprva so pri dvo-fotonski mikroskopiji za direktno opazovanje dvo-fotonske fluorescence 
uporabljali endogene fluorofore, vendar je število teh omejeno zaradi fotobledenja in 
običajno šibke dvo-fotonske avtofluorescence (22). 
V zadnjih dveh desetletjih se je zgodil velik napredek pri načrtovanju in sintezi dvo-
fotonskih sond, saj je vedno širša uporaba dvo-fotonske mikroskopije vzbudila potrebo po 
izboljšanju lastnosti dvo-fotonske fluorescence (17). Med številnimi analiznimi metodami 
je namreč fluorescentna analiza zaradi visoke občutljivosti, nedestruktivne hitre analize in 
detekcije in-situ v realnem času ena najbolj obetavnih tehnik za in vivo detekcijo (21). 
 
PARAMETRI, KI JIH JE POTREBNO UPOŠTEVATI PRI NAČRTOVANJU SOND 
Učinkovitost dvo-fotonskih absorpcijskih lastnosti je izražena s t.i. dvo-fotonskim 
absorpcijskim presekom (enota GM; 1GM = 10-50 cm4s) (19). Najpogosteje uporabljen 
parameter za karakterizacijo dvo-fotonskih fluoroforov je produkt med fluorescentnim Ф in 
vrednostjo dvo-fotonskega absorpcijskega preseka (22). Običajno imajo fluorescentna 
barvila te vrednosti med 1 in 300 GM (19). Strategija načrtovanja dvo-fotonskih sond je 
zasnovana na podlagi tega, da se vrednosti dvo-fotonskega absorpcijskega preseka povečajo 
pri simetričnem prenosu naboja iz konca konjugiranega sistema v sredo in obratno po 
ekscitaciji (23). Za čim večji dvo-fotonski absorpcijski presek mora kromofor vsebovati 
dolge π-konjugirane verige, ki težijo k planarnosti in s tem zagotavljajo veliko dolžino 
konjugacije, centrosimetrične kromofore, kromofore z ozkimi eno- ali dvo-fotonskimi 
absorpcijskimi pasovi ter donorske in akceptorske skupine (17). Dvo-fotonske sonde z 
višjimi vrednostmi preseka namreč omogočajo uporabo nižje laserske energije, s čimer se 
zmanjša fotobledenje sonde in poveča celična viabilnost (19). Pri fluorescentnih sondah so 
zelo zaželeni visoki Ф, kar izkazujejo rigidne strukture (22). Ker je pri višjih vrednostih Ф 
emisija običajno močnejša, je zaradi večjega razmerja med signalom in šumom tudi globlja 
penetracija (21). Pri načrtovanju je zaželena tudi čim višja fotostabilnost, saj v nasprotnem 
primeru zelo omejuje uporabo fluorescentnih sond pri fluorescentnem slikanju (22). 
Pozornost je potrebno posvetiti tudi topnosti sond v vodi, saj je to ključnega pomena za 
uporabo le-teh pri biološkem slikanju. Prav tako je za biološko uporabo fluorescentnih sond 




POSTOPEK NAČRTOVANJA IN POVEZAVA MED STRUKTURO IN 
LASTNOSTMI 
Kot terminalne donorske skupine se najpogosteje uporabljajo dialkil in diaril aminske 
skupine. Slednje so boljši donorji, čeprav imajo manjšo sposobnost oddajanja elektronov. 
Razlog za to je večje število π-elektronov (17). 
Na učinkovitost vpliva vrstni red med donorskimi (D) in akceptorskimi (A) skupinami v 
strukturi. Tako so spojine s strukturami v vrstnem redu D-π-D in D-π-A-π-D bolj učinkovite 
kot A-π-A in A-π-D-π-A. Večjo učinkovitost izkazujejo tudi dendrimeri v primerjavi z 
njihovimi linearnimi analogi (17; 22). Pri izbiri osrednjih π-konjugiranih mostov in jeder je 
potrebno upoštevati donorski / akceptorski značaj mostu, velikost (število π-elektronov), 
konformacijo (rigidnost ali fleksibilnost) in naravo povezovalne verige (alkenske ali 
alkinske enote). Optimalno je, kadar zavzame π-sistem planarno geometrijo, pri čemer pride 
do močnega prekrivanja π-orbital (17). 
Obstajajo različni pristopi, ki se uporabljajo za načrtovanje dvo-fotonskih fluorescentnih 
sond. Njihove strukture so lahko sklenjene v različnih zaporedjih med donorjem, 
akceptorjem in π-mostom (slika 9) (21). 
 
Slika 9: Primeri fluoroforov - dvo-fotonske sonde; z zeleno so obkroženi donorji, z rdečo akceptorji. 
Najpogosteje uporabljen π-center za dvo-fotonske sonde je pirenski del, saj je bil, poleg tega 
da je planaren, široko proučevan in raziskovan na različnih področjih kemijske biologije kot 
fluorofor z različnimi strukturnimi spremembami. Zaradi stabilnih elektronskih lastnosti so 
njegovi derivati splošno uporabni, npr. pri mikrookoljskih senzorjih, tekočih kristalih, 
organskih diodah, ki emitirajo svetlobo, itd. Poleg tega π-vzbujeni pirenski derivati emitirajo 
svetlobo višjih valovnih dolžin in imajo boljši Ф v primerjavi z osnovnim skeletom pirena. 
Tipične dvo-fotonske sonde so derivati pirena s skupinami 4–(N,N-dimetilamino)feniletinil-
a kot substituenti (slika 10). V raziskavi pri eno-fotonski absorpciji so ugotovili, da se s 
podaljšanjem konjugacijske dolžine, torej z večanjem števila substituentov, poveča obseg 
intramolekularnega prenosa nabojev. ε se najbolj opazno poveča v primerjavi med 
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molekulama z enim in z dvema substituentoma. Pri spektrih so s povečanjem konjugacijske 
dolžine opazni batokromni premiki (24). 
 
 
Slika 10: Kemijska struktura pirenskega derivata s štirimi substituenti – imenovan tudi pajkovec. 
 
1.6. NANOCEVKE 
Nanomateriali so velikosti med 1 nm do nekaj 100 nm. Materiali teh velikosti izkazujejo 
zanimive fizikalne, mehanske in kemijske lastnosti. Mednje uvrščamo tudi ogljikove 
nanocevke, ki so na področju biomedicinskih raziskav pritegnile veliko zanimanje. 
Proučujejo jih kot dostavne sisteme in biosenzorje, pa tudi za uporabo pri slikovnih tehnikah 
za spremljanje bioloških procesov (25). 
Ogljikove nanocevke (CNT) so zvaljani cilindri grafitnih plasti s premerom 12 nm in dolžino 
od 50 nm do 1 cm. (slika 11). Odvisno od števila grafitnih plasti, iz katerih je sestavljena ena 
nanocevka, razdelimo nanocevke na enoplastne in večplastne CNT. Z vsemi atomi, ki so 
izpostavljeni na površini, imajo enoplastne CNT ultra visoko površino (teoretično 1300 
m2/g), kar omogoča nalaganje več molekul vzdolž stene nanocevk. Prav tako se lahko na 
poliaromatsko površino nanocevk preko π-π interakcij veže več aromatskih molekul zapored 
(25). Preko omenjenih interakcij se lahko torej vežejo fluorescentne sonde, na primer s 
pirenskim jedrom, kar je smiselno za namen označevanja CNT in uporabo pri biološkem 
slikanju (slika 12). Težava pri vezavi sond na CNT je ta, da se pogosto po vezavi zaduši 
fluorescenca, kar so dokazali pri vezavi fluorescina in rodamina, pa tudi pri določenih 
fluoroforih s pirenskim jedrom. Dodatno so ugotovili tudi, da je v primeru šibkejših π-π 











Slika 11: Skupek nanocevk v etanolu  Slika 12: Primer π-π interakcij med pirenskim 




2. NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge bomo preučevali nedavno odkrito sintezno pot do polimetinskih 
fluoroforov v okviru magistrske naloge Andraža Bevka. Na osnovi predhodno optimiziranih 
pogojev, bomo poskusili, kakšen tip reaktantov reagira pod pogoji sinteze in če je reakcija 
prenosljiva iz –CN na estre brez imina. 
Poskusili bomo sintetizirati derivat kumarina v obliki simetrične molekule in nanj pripeti -
CN oziroma -CF3 skupini (slika 13). 
 
 
Slika 13: Shema derivata kumarina in s puščicami označeni mesti, kamor bomo poskušali uvesti –CN 
oziroma –CF3. 
Na mestu 7 pripet elektron donor in na mestu 3 elektron privlačna skupina, povečata 
ekstincijski koeficient in premik emisije in ekscitacije k višjim valovnim dolžinam. Elektron 
privlačna skupina na mestu 4 pa poveča Stokesov premik. Na spodnji sliki je kemijska 
struktura kumarina z oštevilčenimi mesti (slika 14). 
 
 
Slika 14: Splošna shema kumarina in oštevilčenje. 
Prav tako bomo ponovili sintezo dvo-fotonske sonde s pirenskim jedrom in štirimi 
skupinami 4–(N,N-dimetilamino)feniletinil-a kot substituenti, imenovano pajkovec, ter s 
sintetiziranimi dvo-fotonskimi sondami poskusili označiti CNT in opazovali, če se po vezavi 
ohrani fluorescenca. 
Sintetiziranim fluoroforom bomo s fluorescentnim spektrometrom pomerili fluorescenco. 




3. MATERIALI IN METODE 
TOPILA IN REAGENTI 
V okviru eksperimentalnega dela smo uporabljali topila in reagente naslednjih proizvajalcev: 
Acros Organics, Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, TCI in Alfa Aesar. Deionizirana voda, ki 
smo jo uporabljali pri meritvah s HPLC je bila pripravljena na Fakulteti za farmacijo. 
 
APARATURE IN LABORATORIJSKA OPREMA 
Analitska tehtnica: Mettler Toledo AG245 
Polavtomatske pipete: Thermo scientific in BRAND 
Nastavki za pipete: BRAND 
Ultrazvočna kopel: Sonis 3 Iskra 
Rotavapor: Rotavapor R-124, Büchi 




Za risanje kemijskih struktur smo uporabili program ChemBioDraw Ultra 14.0, proizvajalca 
CambridgeSoft. Prav tako smo omenjen program uporabili za poimenovanje in izračun 
molekulskih mas. 
Grafe umeritvenih krivulj na podlagi meritev s HPLC smo narisali s programom MS Excel 
2013. Z istim programom smo določili enačbe premic in izračunali izkoristke reakcij. 
 
SPREMLJANJE POTEKA REAKCIJ 
Tankoplastna kromatografija (TLC): Za tankoplastno kromatografijo smo uporabili TLC 
ploščice z oznako Silica gel 60 F254, proizvajalca Merck. Debelina silikagela, ki je na 
aluminijastem nosilcu, je 0,20 mm. Dimenzija ploščic je 20 × 20 cm. Spojine na razvitem 
kromatogramu smo detektirali z UV svetlobo pri valovni dolžini 254 nm in 366 nm. Prav 
tako smo uporabili orositvena reagenta ninhidrin in fosfomolibdensko kislino. 
ČIŠČENJE SINTETIZIRANIH SPOJIN 
Kolonska kromatografija: Kot stacionarno fazo pri kolonski kromatografiji smo uporabili 
silikagel 60 znamke Merck in velikostjo delcev 0,040 – 0,063 mm. Ta silikagel smo uporabili 





KARAKTERIZACIJA SINTETIZIRANIH SPOJIN 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): Spektre 1H smo merili s spektrofotometrom Bruker 
Avance DPX 400 na Fakulteti za farmacijo. Kot topilo za vzorce smo uporabili devteriran 
dimetilsulfoksid (DMSO)-d6 in CF3COOD pri 400 MHz. Za analizo spektrov smo uporabili 
program MestReC 4.7.0.0. 
UV vidna (UV-VIS) spektrofotometrija: Za določitev absorbanc sintetiziranih fluoroforov 
smo uporabili UV-VIS spektrofotometer CARY 50 CONC na Fakulteti za farmacijo. 
Masna spektrometrija visoke ločljivosti (HRMS): Za identifikacijo spojin smo uporabili 
masni spektrometer visoke ločljivosti Q ExactiveTM Plus proizvajalca Thermo Scientific. 
Fluorescenčna spektroskopija: Za določitev fluorescentnih spektrov smo uporabili 
Fluorimeter ParkinElmer LS 55, UK na Fakulteti za farmacijo. 
Določanje tališč: Tališča spojin smo določali s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno 
mizico, proizvajalca Leica na Fakulteti za farmacijo. Mikroskop omogoča določanje 
temperature tališča trdnih kristaliničnih spojin. 
 
DOLOČANJE IZKORISTKOV REAKCIJ 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): Pri delu smo uporabili instrument 
uporabljali Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 z diode array detektorjem in kolono 
ACQUITY UPLC HSS C18 SB 1,8 μm 2,1 × 50 mm  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 







V 100 mL bučko smo natehtali 1,3,6,8-tetrabromopiren (0,386 mmol; 1 ekvivalent), 4-etil-
N,N-dimetilalanin (1,70 mmol; 4,4 ekvivalente), paladijev diklorid (0,077 mmol; 0,2 
ekvivalenta), bakrov jodid (0,78 mmol; 0,2 ekvivalenta) in trifenilfosfin (0,076 mmol; 0,2 
ekvivalenta). Nato smo bučko prepihali z argonom in dodali tetrahidrofuran (20 mL) ter 
trietilamin (20 mL). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali na oljni kopeli pri 70 °C. Zatem 
smo v lij ločniku pripravili zmes vode (200 mL) in diklorometana (DCM) (150 mL) in vanjo 
vlili reakcijsko zmes. Organsko fazo smo sprali z 1 M HCl (2 × 80 mL) in z nasičeno 
raztopino NaCl (40 mL). Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, pri čemer 
smo produkt nanesli v obliki suhega nanosa. Kot mobilno fazo (MF) smo uporabili heksan 
(Hex):DCM (1:1) in izolirali rdeč prašek, ki smo ga dodatno čistili s prekristalizacijo v 
DCM. 
 
Opis: rdeč prašek 




Tališče: > 300 °C 
Retencijski faktor (Rf): 0,76 (MF: Hex/DCM = 1/4) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.75 (s, 4H), 8.39 (s, 2H), 7.67 – 7.60 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 
6.81 – 6.74 (d, J = 8.9 Hz, 8H), 3.08 (s, 24H) 
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100 mL bučko smo prepihali z argonom in vanjo dali brezvodni DMF (9,5 mL). Bučko smo 
postavili v ledeno kopel in po kapljicah med mešanjem dodajali POCl3 (7 mL). Zmes smo 
pri 0 °C mešali pol ure. Nato smo v bučko počasi dodajali raztopino N,N-dibutil-3-
aminofenola (24,2 mmol; 1 ekvivalent) v brezvodnem DMF (15 mL). Pripravljeno 
reakcijsko zmes smo dve uri in pol mešali na oljni kopeli pri 80 °C in nato preko noči na 
sobni temperaturi. Zmes smo nato vlili v predhodno pripravljeno zmes vode (50 mL) in etil 
acetata (50 mL), ki smo jo ohladili na 0 °C. Nato smo za nevtralizacijo dodali Na2CO3 (22 
g) in NaHCO3 (2,5 g). Po nevtralizaciji smo zmes prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo 
sprali z vodo (3 × 40 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (40 mL). Organsko fazo smo sušili 
z Na2SO4 in topilo uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo temno rjav oljnat produkt. Surov 
produkt smo raztopili v 50 mL zmesi etil acetata in heksana (1:4) in filtrirali skozi plast 
silikagela. Temno rjav oljnat produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez dodatnega 
čiščenja. 
 





Rf: 0,65 (MF: etil acetat/Hex = 1/4) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11.65 (s, 1H), 9.54 – 9.42 (m, 1H), 7.25 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 
6.23 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 6.04 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.37 – 3.27 (m, 4H), 1.59 (tt, J = 7.8, 








V 50 mL bučko smo natehtali 2,2'-(1,4-fenilen) diocetno kislino (10,35 mmol) in dodali 
brezvodni etanol (30 mL). Raztopino smo ohladili na ledeni kopeli in med mešanjem po 
kapljicah dodali žveplovo kislino (1,5 mL). Reakcijsko zmes smo 1 uro in pol mešali pri 
temperaturi refluksa. Potek reakcije smo spremljali s TLC analizo. Ker reakcija ni potekla 
do konca, smo dodali še žveplovo kislino (2 mL) in mešali 1 uro pri temperaturi refluksa. 
Ker reakcija tudi po tem ni potekla do konca, smo v 250 mL čašo natehtali Na2CO3 (10 g), 
dodali vodo (100 mL), etil acetat (50 mL) in reakcijsko zmes. Po nevtralizaciji smo zmes 
prelili v lij ločnik in organsko fazo sprali z vodo (100 mL) in nasičeno raztopino NaCl (80 
mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Izpadli so 
rumenkasto beli kristali (2,002 g). Dobljen produkt smo uporabili v nadaljnjih reakcijah brez 
dodatnega čiščenja. 
 





Tališče: 50,5-53,1 °C 
Rf: 0,87 (MF: DCM/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.25 (s, 4H), 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.59 (s, 4H), 1.25 (t, J 
= 7.1 Hz, 6H) 
 




V 10 mL bučko smo natehtali 2,2'-(1,4-fenilen) diocetno kislino (1,54 mmol; 1 ekvivalent), 
dodali DCM (5 mL) in kot katalizator eno kapljico DMF. Bučko smo postavili na ledeno 
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kopel in zmes mešali dve minuti, nato pa dodali oksalil klorid (4,63 mmol; 3 ekvivalente). 
Po dodatku oksalil klorida smo zmes na ledeni kopeli mešali še pet minut. Nato smo zmes 
20 minut mešali na oljni kopeli pri temperaturi refluksa. Po poteku reakcije smo pod 
znižanim tlakom uparili topilo in presežni oksalil klorid. Dobili smo rumene kristalčke, ki 
smo jih ponovno raztopili v DCM in produkt uporabili pri nadaljnji reakciji brez dodatnega 
čiščenja. 
 










V 50 mL bučko smo natehtali 2,4-dihidroksibenzaldehid (14,4 mmol; 1 ekvivalent), K2CO3 
(15,93 mmol; 1,1 ekvivalent) in 1-bromooktan (15,20 mmol; 1,05 ekvivalenta). Dodali smo 
acetonitril (ACN) (30 mL) in reakcijsko zmes mešali čez noč na oljni kopeli pri 65 °C. Po 
TLC analizi smo ugotovili, da še reakcija ni potekla, zato smo reakcijsko zmes ponovno 
mešali čez noč na oljni kopeli pri 65 °C. Reakcija tudi po ponovni izpostavitvi višji 
temperaturi ni potekla, zato smo pustili reakcijsko zmes mešati pri sobni temperaturi še 4 
dni. Reakcijski zmesi smo uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek suspendirali v 
etil acetatu (50 mL). Organsko fazo smo sprali z vodo (30 mL), 1 M HCl (30 mL), nasičeno 
raztopino NaHCO3 (70 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organsko fazo smo sušili 
z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo, kot MF smo uporabili DCM. Dobili smo svetlo rumeno oljnato snov (360 
mg). 
 





Rf: 0,78 (MF: DCM) 
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V 250 mL bučko smo natehtali N,N-dibutil-3-aminofenol (21,1 mmol) in dodali dietil eter 
(50 mL) ter trifluoroacetanhidrid (20,8 mL). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč na oljni 
kopeli pri 53 °C. Nato smo reakcijsko zmes ohladili na ledeni kopeli in po kapljicah dodali 
10 % raztopino amonijaka (reakcija je zelo eksotermna). Po dodanem amonijaku smo zmes 
mešali eno uro. Reakcijsko zmes smo prenesli v lij ločnik in organsko fazo sprali z nasičeno 
raztopino NaHCO3 (30 mL), 1 M HCl (30 mL), vode (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(30 mL). Po ekstrakciji smo organski fazi, v kateri je bil naš produkt, dodali sušilno sredstvo 
Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo s suhim nanosom vzorca. Kot MF smo uporabili zmes etil acetat:Hex (1:30). 
Dobili smo oljnat rumenkast produkt (1,513 g). 
 





Rf: 0,46 (MF: etil acetat/Hex = 1/20) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 11.85 (s, 1H), 7.56 (dq, J = 9.5, 2.2 Hz, 1H), 6.25 (dd, J = 
9.5, 2.6 Hz, 1H), 6.08 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.42 – 3.29 (m, 4H), 1.66 – 1.56 (m, 4H), 1.37 
(dq, J = 14.7, 7.4 Hz, 4H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 6H). 
 







V 50 mL bučko smo natehtali spojino 2 (3,4 mmol; 2,2 ekvivalenta) in dodali N,N-
diizopropiletilamin (6,8 mmol; 4 ekvivalente) ter DCM (10 mL). Reakcijsko zmes smo 
ohladili na ledeni kopeli in počasi dodajali spojino 4 (1,54 mmol; 1 ekvivalent). Zmes smo 
mešali čez noč na oljni kopeli pri 50 °C. Nastala je zelenkasta raztopina. Raztopini smo 
dodali DCM (60 mL) in sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30 mL), 1 M HCl (2× 30 
mL), vodo (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Organski fazi smo dodali sušilno 
sredstvo Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo, kot MF smo uporabili DCM. Izolirali smo dve spojini, prvo v obliki 
rumenkastih kristalčkov in drugo v obliki rumeno zelenega olja. Z NMR smo ugotovili, da 
je želena spojina tista v obliki kristalov. Druga izolirana spojina pa je le enkrat kondenziran 
produkt. Z namenom, da bi potekla kondenzacija do konca, smo k drugi spojini dodali 
dioksan in zmes mešali 4 dni na oljni kopeli pri 100 °C. Nato smo topilo uparili pri znižanem 
tlaku in zaostanek raztopili v DCM. To raztopino smo sprali z raztopino NaHCO3 (30 mL), 
1 M HCl (30 mL), vodo (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter sušili z Na2SO4 in 
uparili topilo pod znižanim tlakom.  
Reakcijo smo ponovili, le da smo uporabili dvakratne količine reagentov.  
Produkte iz ponovitev sinteze smo združili in čistili s kolonsko kromatografijo. Kot MF smo 
uporabili DCM. Glede na TLC analizo smo ugotovili, da še nimamo čistega produkta, zato 
smo ponovno naredili kolonsko kromatografijo, tokrat s suhim nanosom vzorca. Kot MF 
smo uporabili etil acetat:Hex (1:6). Dobili smo živo rumen produkt (61 mg). 
 





Tališče: 221,6-224,4 °C 
Rf: 0,86 (MF: DCM/MeOH = 50/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.76 (s, 4H), 7.72 (s, 2H), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.57 (dd, 
J = 8.9, 2.5 Hz, 2H), 6.50 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.40 – 3.29 (m, 8H), 1.69 – 1.55 (m, 8H), 1.38 




Struktura enkrat kondenziranega produkta: 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9.70 (s, 1H), 7.75 – 7.70 (m, 3H), 7.64 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 
7.51 – 7.47 (m, 2H), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 6.54 – 6.49 (m, 
2H), 6.23 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.02 (s, 2H), 3.40 – 3.27 (m, 8H), 1.67 – 1.54 (m, 8H), 1.46 – 
1.31 (m, 8H), 1.00 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 6H). 
 
Sinteza spojine 7 – 2. poskus 
REAKCIJA 
POSTOPEK 
V 100 mL bučko smo natehtali spojino 2 (4,27 mmol; 2,2 ekvivalenta), dodali brezvodni 
etanol (30 mL) in p-ksilen dicianid (1,94; 1 ekvivalent) ter piperidin (100 μL). Reakcijsko 
zmes smo mešali čez noč na oljni kopeli pri 80 °C. Po TLC analizi smo ugotovili, da je v 
reakcijski zmesi še izhodna spojina, zato smo reakcijsko zmes čez noč mešali pri 90 °C. 
Naslednji dan smo ponovno naredili TLC analizo in ugotovili, da je v reakcijski zmesi še 
vedno nekaj izhodne spojine, vendar smo kljub temu začeli z izolacijo. Reakcijski zmesi 
smo dodali 4 mL 1 M HCl in zmes mešali 20 minut na oljni kopeli pri 90 °C. Reakcijski 
zmesi smo uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek raztopili v 50 mL etil acetata. 
Raztopino smo sprali z vodo (2 × 30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (40 mL), in nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL). Nato smo organski fazi, v kateri je bil produkt, dodali sušilno 
sredstvo Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem tlaku. Z namenom, da bi očistili produkt, smo 
naredili kolonsko kromatografijo, kot MF smo uporabili DCM. Izkazalo se je, da uporabljena 
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MF ni primerna, saj so se spojine slabo ločevale. Kolonsko kromatografijo smo zato 
ponovno izvedli, tokrat z MF etil acetat:Hex (1:6). Izolirali smo 34 mg želenega produkta. 
 




V 100 mL bučko smo natehtali spojino 3 (1,8 mmol; 1 ekvivalent) in spojino 2 (4 mmol; 2,2 
ekvivalenta), dodali etanol (50 mL) in kot katalizator piperidin (300 μL). Reakcijsko zmes 
smo mešali čez noč na oljni kopeli pri 95 °C, nato smo uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Zaostanek smo raztopili v etil acetatu in raztopino prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo 
sprali z 1 M HCl (2 × 30 mL), vodo (50 mL), nasičeno raztopino NaCl (30 mL) in sušili z 
Na2SO4. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in izolirali temno rjav oljnat produkt. 
Glede na TLC analizo smo ugotovili, da reakcija ni potekla in je v reakcijski zmesi prisoten 
izhodni reaktant 5-(dibutilamino)-2-hidroksibenzaldehida. Izhodni reaktant smo čistili s 
kolonsko kromatografijo, kot MF smo uporabili etil acetat:heksan (1:7 → 1:5). 
 
Poskus sinteze spojine 7 – 4. poskus 
POSTOPEK 
Spojino 7 smo v četrtem poskusu pripravili na enak način kot je opisan tretji poskus sinteze, 
le da smo uporabili drugo topilo. V 50 mL bučko smo natehtali spojino 3 (3 mmol; 1 
ekvivalent) in spojino 2 (6,6 mmol; 2,2 ekvivalenta). Kot topilo smo tokrat uporabili ocetno 
kislino (20 mL). Ker ima ta višje vrelišče kot etanol, smo lahko reakcijsko zmes izpostavili 
višji temperaturi. Tokrat smo dodali manj topila, saj smo tako povečali koncentracijo. Bučko 
smo dali na oljno kopel in mešali 5 dni pri 130 °C. Glede na TLC analizo nismo dobili 
želenega produkta, a smo nadaljevali s čiščenjem. Reakcijski zmesi smo dodali etil acetat in 
prenesli v lij ločnik ter sprali z vodo (2 × 50 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL), 1 
M HCl (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Po ekstrakciji smo organsko fazo sušili 
z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo temno rdeč oljnat produkt. 
Spojino smo čistili s kolonsko kromatografijo, kot MF smo najprej uporabili etil 
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acetat:heksan (2:1), s čimer smo dosegli, da sta se najprej eluirali izhodni spojini. Nato smo 
kot MF uporabili DCM:MeOH (9:1). V bučko smo zbrali ustrezne frakcije in uparili topilo. 
Dobili smo temno rdeč oljnat produkt, kateremu pa na podlagi masne spektrometrije (MS) 






Spojino 8 smo pripravili s predhodno sintetiziranima spojinama 4 in 6. V 50 mL bučko smo 
raztopili spojino 4 (1,67 mmol; 1 ekvivalent) v 30 mL DCM in raztopino ohladili na ledeni 
kopeli. Nato smo dodali spojino 6 (3,67; 2,2 ekvivalenta) in N,N-diizopropiletilamin (581 
μL) ter reakcijsko zmes pustili mešati še pol ure na sobni temperaturi. Nato smo jo čez noč 
mešali na oljni kopeli pri 50 °C. Reakcijsko zmes smo prenesli v lij ločnik in jo sprali z 
nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 20mL), 1 M HCl (30 mL), vodo (40 mL), nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL), sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, kot MF smo uporabili DCM. Glede na TLC 
analizno smo izolirali zmes produkta in enkrat kondenziranega intermediata. Da bi le tega 
pretvorili v produkt smo preizkusili tri reakcijske pogoje.  
Zmes produkta in intermediata smo razdelili na tri dele in k prvemu dodali bazo 1,8-
diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en (50μL), drugemu 1,4-diazabiciklo(2,2,2)oktan (53 mg) in 
tretjemu kalijev terc-butoksid (50 mg). Kot topilo je služil DCM za prvi dve reakciji oz. terc-
butanol za tretjo reakcijo. Vse tri bučke smo dali na oljno kopel in mešali čez noč pri 50 °C. 
Nato smo naredili TLC analizo vseh treh vzorcev. Ugotovili smo, da je v prvih dveh bučkah 
največ želenega produkta, zato smo reakcijski zmesi združili in sprali z 1 M HCl (40 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Glede na TLC analizo so bili v reakcijski zmesi prisotni številni produkti, zato smo se 




Poskus sinteze 3,3'-(1,4-fenilen)bis(7-(dietilamino)-2H-kromen-2-ona) (9) 
REAKCIJA 
POSTOPEK 
V 50 mL bučko smo natehtali spojino 3 (2,01 mmol; 1 ekvivalent) in 1-(5-(dimetilamino)-
2-hidroksifenil)etan-1-on (4,42 mmol; 2,2 ekvivalenta), dodali ocetno kislino (10 mL) in 
piperidin (200 μL). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali na oljni kopeli pri 130 °C. Analiza 
TLC je razkrila številne produkte, zato se nismo odločili za izolacijo. 
 
Splošna shema 2 - poskus uvedbe ciano skupin (10) 
 
POSTOPEK za sintezo spojine 10 (1. poskus) 
V 50 mL bučko smo natehtali spojino 7 (0,05 mmol), dodali DMSO (18 mL) in KCN (2,00 
mmol). Reakcijsko zmes smo eno uro mešali na sobni temperaturi. Nato smo jo mešali eno 
uro na oljni kopeli pri 50 °C. Zmes se je obarvala temno rjavo. Ohladili smo jo na sobno 
temperaturo in dodali Pb(OAc)4 (0,71 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati čez noč 
na sobni temperaturi. Nastala je rjavkasto oranžna zmes. Reakcijski zmesi smo dodali etil 
acetat (60 mL) in nastalo suspenzijo sprali z 0,5 M raztopino etilendiamintetraocetne kisline 
(EDTA) (50 mL), 2 M NaOH in vodo (3 × 50 mL). Glede na TLC analizo reakcija ni potekla. 
 
POSTOPEK za sintezo spojine 10 (2. poskus) 
V 50 mL bučko smo natehtali spojino 7 (0,055 mmol) in dodali DMF (1 mL). Raztopini smo 
nato dodali KCN (2,00 mmol), ki smo ga predhodno raztopili v vodi (61,5 μL). Nato smo 
reakcijsko zmes eno uro mešali pri sobni temperaturi. Potem smo dodali jod (0,138 mmol) 




4.2. SINTEZA FLUOROFOROV CIANINSKEGA TIPA 
 




V 50 mL bučko smo natehtali 2-(4-aminofenil) acetonitril (7,57 mmol; 1 ekvivalent), dodali 
piridin (5 mL) in diizopropil etil amin (DIPEA) (1577 μL). Bučko smo postavili na ledeno 
kopel in med mešanjem dodajali 4-metilbenzensulfonil klorid (7,94 mmol; 1,05 
ekvivalenta). Reakcijsko zmes smo mešali tri dni. Nato smo v bučko dodali etil acetat (50 
mL) in sprali z 2 M HCl (2 × 40 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) ter sušili z 
Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo produkt opečnato rjave barve. 
 





Rf: 0,67 (MF: DCM/MeOH = 20/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.70 – 7.65 (m, 2H), 7.26 – 7.22 (m, 2H), 7.21 – 7.17 (dd, J 
= 6.5, 4.5 Hz, 2H), 7.12 – 7.06 (m, 2H), 6.99 (s, 1H), 3.67 (s, 2H), 2.39 (s, 3H) 
 




V 50 mL bučko smo natehtali 2-(4-aminofenil) acetonitril (7,57 mmol; 1 ekvivalent), dodali 
DCM (25 mL) in DIPEA (9,08 mmol; 1,2 ekvivalenta). Bučko smo postavili na ledeno kopel 
in med mešanjem dodajali benzoil klorid (7,94 mmol; 1,05 ekvivalenta). Kmalu po dodatku 
benzoil klorida se je reakcijska zmes obarvala bordo rumeno in nastala je oborina, ki smo jo 
sprali z NaHCO3 (30 mL), 1M HCl (30 mL), vodo (30 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (30 
mL). Dobili smo produkt rumene barve. 
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Rf: 0,64 (MF: DCM/MeOH = 20/1) 
 




V 50 mL bučko smo natehtali 2-(4-aminofenil)acetonitril (7,6 mmol; 1 ekvivalent), dodali 
piridin (5 mL) in DIPEA (9,08 mmol; 1,2 ekvivalenta). Bučko smo postavili na ledeno kopel 
in med mešanjem dodajali metansulfonil klorid (7,95 mmol; 1,05 ekvivalenta). Reakcijsko 
zmes smo mešali pri sobni temperaturi tri dni. Nato smo v bučko dodali etil acetat (50 mL) 
in sprali z 2 M HCl (2 × 40 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Naredili smo TLC 
analizo. Vidnih je bilo šest lis, zato se nismo odločili za izolacijo. 
 
Splošni postopek za sintezo 2-aril-4-arilidenpent-2-enedinitrilov 
V 10 mL reaktor smo natehtali arilacetonitril (1,2 mmol). Nato smo reaktor prepihali z 
argonom in dodali dimetil formamid (2 mL) ter 4 M HCl (0,88 mL). Zatem smo reakcijsko 
zmes mešali čez noč pri 60 °C. 
 




V 100 mL bučko smo natehtali 2-aminofenol (50 mmol; 1 ekvivalent) in malononitril (50 
mmol; 1 ekvivalent). Dodali smo brezvodni etanol (25 mL) in brezvodno ocetno kislino 
(2857 μL). Reakcijsko zmes smo eno uro mešali pri sobni temperaturi. Nastalo belo oborino 
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smo filtrirali s presesavanjem, vendar glede na TLC analizo reakcija ni potekla. Reakcijo 
smo ponovno nastavili in čez noč mešali na oljni kopeli pri 60 °C. Naredili smo TLC analizo 
in ugotovili, da reakcija tudi v tem primeru ni potekla. Nato smo jo nastavili ponovno. Tokrat 
smo reakcijsko zmes mešali na oljni kopeli 3 dni pri 70 °C. Naredili smo TLC analizo in 
dobili smo ustrezen produkt, a je bilo v reakcijski zmesi še vedno prisotne nekaj izhodne 
spojine. Reakcijski zmesi smo raztopili v DCM (50 mL) in organsko fazo sprali z 1 M HCl 
(5 × 30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). 
Nato smo organski fazi, v kateri je bil produkt, dodali sušilno sredstvo Na2SO4 in uparili 
topilo pod znižanim tlakom. Produkt smo takoj uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
 




Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku za sintezo 2-aril-4-arilidenpent-2-enedinitrilov. 
 











Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku za sintezo 2-aril-4-arilidenpent-2-enedinitrilov, 








V 25 mL bučko smo natehtali 2-(benzo[d]oksazol-2-il)acetonitril (14) (3,8 mmol) in ga 
raztopili v DMF (6 mL). Nato smo dodali 4 M HCl v dioksanu (3 mL) in reakcijsko zmes 
pet dni mešali na oljni kopeli pri 60 °C. Nastala je oborina. 
Skupaj z bučko in magnetom smo stehtali reakcijsko zmes, nato smo stehtali še samo bučko 
in magnet, odšteli od prvotne mase in dobili maso reakcijske zmesi. Za namene izvajanja 
meritev na HPLC, smo v epici odmerili dvakrat po 50 μL reakcijske zmesi in stehtali. Epici 
smo do izvajanja meritev shranili v zmrzovalniku. 
Reakcijski zmesi smo dodali DCM (50 mL) in sprali z vodo (1 × 100 mL, 3 × 40 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (40 mL). Nato smo organski fazi, v kateri je bil produkt, dodali 
sušilno sredstvo Na2SO4 in uparili topilo pod znižanim tlakom. Zaostanku smo dodali 
dietileter in nastalo oborino filtrirali s presesavanjem. Oborino smo dodatno čistili s 
kolonsko kromatografijo, kot MF smo uporabili gradient etil acetat:heksan (1:3 → 1:2 → 
1:1). 
 





Tališče: > 300 °C 
Rf: 0,73 (MF: etil acetat/Hex = 1/1) 

















V 100 mL bučko smo odmerili etil cianoacetat (2828 μL), dodali brezvodni etanol (30 mL) 
in postavili bučko na ledeno kopel ter jo prepihali z argonom. Nato smo v brezvodnih pogojih 
med mešanjem po kapljicah reakcijski zmesi dodali acetil klorid (8 mL). Reakcijsko zmes 
smo sprva mešali na ledeni kopeli, nato čez noč pri sobni temperaturi. Po tem smo reakcijski 
zmesi uparili topilo pri znižanem tlaku in zaostanek prelili z dietiletrom (2 × 20 mL) ter 
sušili z znižanim tlakom. Izpadel je produkt etil imidat v obliki soli s HCl. 
V 50 mL bučko smo odmerili metanol (15 mL), postavili bučko na ledeno kopel, mešali in 
bučko prepihali z argonom. Nato smo dodali 2-aminofenol (10,1 mmol) in etil imidat (10,2 
mmol) in mešali na ledeni kopeli 2 uri. Nato smo bučko z reakcijsko zmesjo segrevali 20 
minut pri pogojih refluksa. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom in dodali 20 mL vode 
in 30 mL DCM ter zmes prenesli v lij ločnik. Organsko fazo smo sprali z 1 M HCl (40 mL), 
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0,5 M raztopino NaOH (2 × 50 mL) in nasičeno raztopino NaCl (30 mL). Nato smo organski 
fazi, v kateri je bil produkt, dodali sušilno sredstvo Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem 
tlaku. Nastali etil 2-(benzo[d]oksazol-2-il)acetat smo brez nadaljnjega čiščenja takoj 
uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
V 25 mL bučko smo natehtali etil 2-(benzo[d]oksazol-2-il)acetat (3,6 mmol), dodali DMF 
(6 mL) in 4 M HCl (3 mL). Reakcijsko zmes smo pet dni mešali na oljni kopeli pri 60 °C. 
Nastala je rdeča raztopina. Skupaj z bučko in magnetom smo stehtali reakcijsko zmes, nato 
smo stehtali še samo bučko in magnet, odšteli od prvotne mase in dobili maso reakcijske 
zmesi. Za namene izvajanja meritev na HPLC smo v epici odmerili po 50 μL reakcijske 
zmesi in stehtali. Epici smo do izvajanja meritev shranili v zmrzovalniku. 
Nato smo preostali reakcijski zmesi dodali DCM (40 mL) in raztopino sprali z vodo (1 × 
100 mL, 3 × 40 mL) in nasičeno raztopino NaCl (40 mL). Potem smo organski fazi, v kateri 
je bil produkt, dodali sušilno sredstvo Na2SO4 in pri znižanem tlaku uparili topilo. Dobili 
smo živo oranžen produkt, ki smo ga čistili s prekristalizacijo iz etil acetata. Po 
prekristalizaciji smo izolirali bele kristale. 
 





Tališče: 215-218 °C 
 Rf: 0,32 (MF: etil acetat/Hex = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, trifluoroocetna kislina (TFA)-d) δ 9.48 (s, 1H), 8.54 (d, J = 7.3 Hz, 
1H), 7.96 – 7.63 (m, 7H), 4.59 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.48 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 











Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku za sintezo 2-aril-4-arilidenpent-2-enedinitrilov, 







Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku za sintezo 2-aril-4-arilidenpent-2-enedinitrilov, 




5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. Sinteza dvo-fotonskih sond 
Uspešno smo ponovili sintezo dvo-fotonske sonde imenovane pajkovec. Glavni namen 
sinteze te sonde je bila nadaljnja uporaba za označevanje ogljikovih nanocevk (poglavje 
5.4.). Slednje imajo na površini veliko π elektronov in pričakovali smo močne π-π interakcije 
med sondo in ogljikovimi nanocevkami. Sintezo sonde pajkovca smo izvedli po postopku 
opisanem v literaturi, največja težava pri sintezi pa je bila izolacija. Sonda je namreč zelo 
slabo topna v organskih topilih, kar nam je povzročalo težave pri kolonski kromatografiji in 
snemanju NMR ter MS spektra. NMR nam je uspelo posneti, medtem ko je bila topnost (in 
sposobnost ionizacije) premajhna, da bi istovetnost pajkovca potrdili še s HRMS. 
Želeli smo pripraviti tudi manjšo serijo simetričnih kumarinov. Simetrija in linearna 
geometrija sta glede na literaturo lastnosti, ki povečata verjetnost absorpcije dveh fotonov. 
Poleg tega tovrstnih spojin še ni bilo opisanih, zato bi lahko služile kot nov tip dvo-fotonskih 
sond. Najprej smo sintetizirali kumarin 7, vendar smo že tu naleteli na številne težave. 
Predvsem pa - ne glede na uporabljen postopek pri reakciji - nastane le enkrat kondenziran 
produkt, ki ga je navadno več kot želenega produkta. Sinteza je bila uspešna s kislinskim 
kloridom in p-ksilen dicianidom. Glavna težava je najverjetneje premajhna nukleofilnost 
metilenskih skupin med fenilnim obročem in estrom. Nukleofilnost bi izboljšali, če bi npr. 
fenilni obroč zamenjali z drugo, bolj elektron-privlačno skupino. Želen produkt pa ni nastal, 
ko smo uporabili dietil 2,2'-(1,4-fenilen)diacetat, a ko smo kot topilo uporabili ocetno kislino 
in za več dni segrevali pri pogojih refluksa, se je reakcijska zmes obarvala rdeče. Uspeli smo 
izolirati fluorofor rdeče barve z ugodnimi foto-fizikalnimi lastnostmi. Žal pa temu produktu 
nismo uspeli z NMR in MS nedvoumno določiti strukture. 
Na kumarin 7 smo nato želeli uvesti ciano skupini na mesti 4. Reakcija poteče s 100 % 
izkoristkom v primeru kumarina 6, a v našem primeru nismo zaznali želenega produkta, 
čeprav smo reakcijo izvedli po dveh postopkih. Za nadaljnje poskuse pa žal nismo imeli 
dovolj kumarina 7. Uvedba elektron-privlačne skupine na mesto 4 kumarinu močno poveča 
Stokesov premik in pomakne emisijo k višjim valovnim dolžinam. 
Kot elektron-privlačna skupina nam lahko služi tudi –CF3, ki je ne uvajamo naknadno kot 
nitril. Vendar v tem primeru zmanjšamo reaktivnost karbonilne skupine poleg –CF3 skupine 




5.2. Polimetinski derivati 
V svoji magistrski nalogi je Andraž Bevk izoliral produkt z neznano strukturo, ki je močno 
fluoresciral ob vzbujanju s svetlobo z valovno dolžino 366 nm. Temu produktu so kasneje 
na FFA določili strukturo. V magistrski nalogi je nato Nataša Vek preizkusila številne 
reakcijske pogoje in sintetizirala nekaj neposrednih analogov. V naši magistrski nalogi pa 
smo se osredotočili na vpliv reaktanta na potek reakcije. Tako smo preizkusili številne tipe 
reaktantov, kjer smo variirali tip aromatskega sistema oz. ciano skupino zamenjali za ester. 
Ugotovili smo, da reakcija poteče le, kadar je dušik v aromatskem sistemu piridinskega tipa 
in ne pirolnega. Prav tako reakcija ni potekla, kadar dušik ni bil vgrajen v aromatski sistem 
(preglednica I). Pri produktu 17 (benzoksazolni derivat) smo še ugotovili, da počasi 
spreminja barvo, kar nakazuje na kemijsko nestabilnost. To je potrdila tudi NMR analiza. 
 
 
Preglednica I: Različni tipi reaktantov in njihov vpliv na potek reakcije. 











NE   
 
V primeru zamenjave nitrila z estersko skupino reakcija najverjetneje poteče do želenega 
produkta, čemur pa takoj sledi intramolekularna aminoliza estra. Predviden mehanizem 
reakcije je shematično prikazan na spodnji shemi (slika 15). 
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Slika 15: Shema predvidenega mehanizma reakcije. 
Reakcijam, ki so potekle, smo določili izkoristke s pomočjo meritev s HPLC. Tipično smo 
najprej izvedli reakcijo in zadovoljivo očistili produkt, nato smo posneli HPLC kromatogram 
standarda s predhodno razvito splošno metodo na osnovi gradientne elucije. Pri določanju 
izkoristkov pri spojinah 15 in 18 smo uporabili gradientno elucijo, kjer smo spreminjali delež 
mešanice topil A in B. Mešanica topil A je vsebovala ACN/H2O/TFA v razmerju 1/100/0,1 
in mešanica B je vsebovala ACN/H2O/TFA v razmerju 100/1/0,1. Gradient je bil sledeč; 90 
% A do 10 % A v 10 minutah pri konstantnem pretoku 0,3 mL/min.  
Pri spojini 19 smo uporabili enako MF, gradientna elucija pa se je nekoliko razlikovala, in 
sicer od 75 % A do 5 % A v 12 minutah pri pretoku 0,3 mL/min.  
Glede na absorpcijski spekter smo nato določili ustrezno valovno dolžino za detekcijo. 
Valovna dolžina detekcije pri spojini 15 je bila 418 nm, pri spojini 18 408 nm in pri spojini 
19 387 nm. Nato smo pripravili umeritvene krivulje (slika 17-19) in na podlagi dobljenih 
kromatogramov (slika 16) izračunali izkoristke reakcij za spojine 15, 18 in 19. Spojino 15 je 
izoliral že Andraž Bevk, a zaradi večstopenjskega čiščenja spojine pravega izkoristka nismo 
poznali. Sintezo spojine 15 in 18 je v okviru svoje magistrske naloge izvedla tudi Nataša 
Vek. Tudi ti sintezi smo ponovili, da bi določili izkoristka reakcije, pri čemer sta nam kot 








Slika 17: Umeritvena krivulja za določitev izkoristka reakcije, pri kateri nastane spojina 15. 
Izračunan izkoristek reakcije, pri kateri nastane spojina 15 znaša na osnovi enačbe 
umeritvene krivulje 8,8 %. 






























Slika 18: Umeritvena krivulja za določitev izkoristka reakcije, pri kateri nastane spojina 18. 
Izračunan izkoristek reakcije, pri kateri nastane spojina 18, znaša na osnovi enačbe 
umeritvene krivulje 26 %. 
 
 
Slika 19: Umeritvena krivulja za določitev izkoristka reakcije, pri kateri nastane spojina 19. 
Izračunan izkoristek reakcije, pri kateri nastane spojina 19, znaša na osnovi enačbe 
umeritvene krivulje 1,5 %. 
  





















Umeritvena krivulja - spojina 18






















Umeritvena krivulja - spojina 19
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5.3. Ekscitacijski in emisijski spektri pripravljenih spojin 
S spektrofluorometrom smo posneli ekscitacijske in emisijske spektre spojin 1, 7, 17, 19 in 
spojine z neznano strukturo (slika 20-24). Kot topilo za izvajanje meritev s 
spektrofluorometrom smo uporabili etanol. Raztopine smo pripravili tako, da smo najprej 
posamezne spojine raztopili v DMSO, saj so naše spojine v njem bolje topne kot v EtOH. 
Nato smo redčili tako pripravljene raztopine z EtOH do koncentracije 10-6 M. Delež DMSO 
v končnih raztopinah je 0,1 %. 
 
 
Slika 20: Normaliziran ekscitacijski (oranžna) in emisijski (modra) spekter spojine 1. 
 
 



































Slika 22: Normaliziran ekscitacijski (oranžna) in emisijski spekter (modra) spojine z neznano strukturo. 
 
Slika 23: Normaliziran ekscitacijski (oranžna) in emisijski (modra) spekter spojine 17. 
 













































Valovna dolžina / nm
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Ekscitacijski in emisijski spekter spojine 1 ustrezata objavljenima. Zanimivo ima sonda 7 
relativno velik Stokesov premik, to je okoli 60 nm, kar je neobičajno za kumarine tega tipa. 
Seveda nas pri sondah 1 in 7 zanimajo predvsem lastnosti dvo-fotonske absorpcije, česar pa 
na našem spektrofotometru ne moremo pomeriti. 
Spojina 19 ima ekscitacijo in emisijo pomaknjeno k nižjim valovnim dolžinam glede na 
spojino 17, čeprav smo pri sintezi izhajali iz relativno podobnega osnovnega skeleta. Izmed 
sintetiziranih spojin ima ekscitacijo in emisijo najvišje, to je v območju rdeče, spojina z 
neznano strukturo, ki predstavlja izziv za nadaljnje raziskovalno delo. Seveda bi bilo treba 
najprej sintezo ponoviti in izolirati večje količine spojine. 
 
5.4. Vezava fluorescentnih sond na nanocevke 
Sintetizirani dvo-fotonski sondi (spojina 1 in spojina 7) smo z namenom označevanja 
poskusili pripeti na CNT. Spojini vsebujeta več aromatskih heterociklov, zato se na 
poliaromatsko površino nanocevk pripenjata preko π-π-interakcij.  
Vezavo sond na CNT smo izvajali v epicah. Spremljali smo jo na podlagi razbarvanja 
raztopine s sondo ob dodatku nanocevk. Na vseh slikah prva epica vsebuje etanol in CNT 
(prva slepa), tretja epica raztopino sonde (druga slepa) in druga epica sondo, CNT in etanol. 
Masa CNT v drugi epici je enaka kot v prvi, koncentracija sonde v drugi epici pa je enaka 
kot v tretji. Izvedli smo eksperimente s koncentracijami sonde 10-4 M in 10-5 M. Ne glede 
na sondo in koncentracijo le-te, se je raztopina razbarvala ob dodatku CNT, kar pomeni, da 
se je sonda vezala na CNT (Slika 25 in 26). 
 
 
Slika 25: Vezava spojine 1 na CNT: 1 – etanol (1,5 mL) + CNT (1 mg); 2 – etanol (1,5 mL) + CNT (1 mg) + 
sonda 1; 3 – raztopina sonde 1 v etanolu. Koncentracija sonde 1 je bila 10-4 M (levo) oz. 10-5 M (desno).  




Slika 26: Vezava spojine 7 na CNT: 1 – etanol (1,5 mL) + CNT (1 mg); 2 – etanol (1,5 mL) + CNT (1 mg) + 
sonda 7; 3 – raztopina sonde 7 v etanolu. Koncentracija sonde 7 je bila 10-4 M (levo) oz. 10-5 M (desno). 
CNT, ki smo jih tako označili, so raziskovalci na IJS poskušali zaznati s fluorescenčnim 
mikroskopom. Vendar z nobeno metodo fluorescenčne mikroskopije, ki jim je na voljo, niso 
zaznali emisije, kar najverjetneje pomeni, da nanocevke zelo uspešno dušijo fluorescenco, 
kot je to opisano v literaturi (28).  




Fluorescenca je pojav, ki se s pridom izkorišča na mnogih področjih. Z razvojem številnih 
novih tehnik je velika potreba tudi po razvoju novih fluoroforov z boljšimi lastnostmi. 
Želimo si obstojne fluorofore, ki so kompatibilni z biološkim materialom, čim počasneje 
bledijo in dobro fluorescirajo v ustreznem območju valovnih dolžin. 
V okviru magistrske naloge smo tako uspešno ponovili sintezo dvo-fotonske sonde pajkovec 
(spojina 1). Prav tako smo sintetizirali derivat kumarina (spojina 7). Pri poskusu sinteze 
molekul s substituenti (-CN in -CF3) na mestih 4 spojine 7 reakcija pripenjanja ciano skupin 
ni potekla, pri poskusu sinteze molekule s skupino -CF3 pa se je izkazalo, da zaradi 
premajhne nukleofilnosti metilenskih skupin nastane produkt, ki ni popolnoma kondenziran. 
Spojini 8 in 10 torej nismo uspeli sintetizirati. Sintetizirane dvo-fotonske sonde smo uspešno 
pripeli na ogljikove nanocevke, a se je izkazalo, da se fluorescenca po vezavi zaduši. S tem 
vezava izgubi svoj namen, saj bi naj fluorofore, ki označujejo nanocevke, detektirali na 
podlagi njihove fluorescence. 
Na osnovi predhodno odkrite reakcije in pogojev smo sintetizirali polimetinske derivate, pri 
čemer smo pri reakcijah uporabljali različne reaktante in s tem določili, kaj reakcija tolerira. 
Za reakcijo je nujno potrebno, da je dušik v aromatskem sistemu piridinskega tipa in ne 
pirolnega. Pri zamenjavi nitrilne za estrsko skupino reakcija sicer poteče, a takoj po nastanku 
produkta poteče intramolekularna aminoliza estra. Spojinam 15, 18 in 19 smo določili 
izkoristke reakcij na podlagi meritev HPLC. 
Na spektrofluorimetru smo spojinam 1, 7, 17 in 19 ter spojini z neznano strukturo pomerili 
ekscitacijski in emisijski spekter. Najvišjo valovno dolžino emisije je imela spojina z 
neznano strukturo in sicer v območju valovne dolžine rdeče barve. Spojini 1 in 7 sta 
fluorescirali v območju valovnih dolžin zelene barve, spojina 17 v območju modre in spojina 





1. Valeur B in Berberan-Santos M N: A brief history of fluorescence and phosphorescence 
before the emergence of quantum theory. J Chem Educ 2011; 88: 731-8. 
2. Arsov Z: Luminiscenca. Presek 2000; 28: 74-80. 
3. Muyskens M in Vitz E: The Fluorescence of Lignum nephriticum: A Flash Back to the 
Past and a Simple Demonstration of Natural Substance Fluorescence. J Chem Educ 2006; 
83: 765. 
4. Lakowicz R J: Principles of fluorescence spectroscopy, Springer, Baltimore, 2006: 1-10, 
63-74, 607-9. 
5. Albani J R: Principles and Applications of Fluorescence Spectroscopy, Blackwell Science, 
Oxford, 2007: 1-11, 88-102. 
6. Johnson I D, Spence M T Z: The Molecular Probes Handbook: A Guide to Fluorescent 
Probes and Labeling Technologies. Life Technologies Corporation, USA, 2010: 3-5. 
7. Jameson D M: Introduction to Fluorescence. CRC Press, Boca Raton, 2014: 1-25, 57-62, 
67-70, 191-7. 
8. Kubitscheck U: Fluorescence Microscopy - From Pinciples to Biological applications. 
Wiley VCH, Weinheim, 2017: 124-127, 133-141, 203-15. 
9. Ajay Kumar K, Renuka N, Pavithra G in Vasanth Kumar G: Comprehensive review on 
coumarins: Molecules of potential chemical and pharmacological interest. J Chem Pharm 
Res 2015; 9: 67-81. 
10. Penta S: Advances in structure and activity relationship of coumarin derivatives. 
Elsevier: Academic Press, Raipur, 2016: 2,3. 
11. Fujiwara M, Ishida N, Satsuki M in Suga S: Investigation of blue dopant used coumarin 
derivatives. J Photo Sci Tech 2002; 15: 237-8. 
12. Bricksa J L, Kachkovskiia A D, Slominskiia Y L, Gerasov A O in Popov S V: Molecular 
design of near infrared polymethine dyes. Dyes and Pigments 2015; 121: 238-55. 
13. Shindy H A: Fundamentals in the chemistry of cyanine dyes: A review. Dyes and 
Pigments 2017; 145: 505-13. 
14. Strekowski L: Heterocyclic Polymethine Dyes: Synthesis, Properties and Applications. 
Springer, Berlin, 2008:1,2,12,13. 
15. Bevk A: Zamenjava tetrahidropirana s ciklopentanom v zaviralcih InhA in optimizacija 
pogojev ločbe nastalih enantiomerov = Substitution on tetrahydropyren with cyclopentane 
47 
 
in InhA inhibitors and optimisation of resulting enantiomers separation. Enoviti magistrski 
študijski program Farmacija. Magistrsko delo. Ljubljana, 2019. 
16. Vek N: Sinteza in karakterizacija novih anionskih fluoroforov iz družine polimetinov = 
The synthesis and characterisation of novel anionic polymethine fluorophores. Enoviti 
magistrski študijski program Farmacija. Magistrsko delo. Ljubljana, 2019. 
17. Pawlicki M, Collins H A, Denning R G in Anderson H L: Two-photon absorption and 
the design of two-photon dyes. Angew Chem Int Ed Engl 2009; 48: 3244-66. 
18. Verveer P J: Advanced Fluorescence Microscopy: Methods and Protocols. Humana 
Press, Dortmund, 2015: 25-8 
19. Kim D, Ryua H G in Ahn K H: Recent development of two-photon fluorescent probes. 
Org Biomol Chem 2014; 26: 4550-6 
20. http://xu.research.engineering.cornell.edu/research (dostopano: 3. 6. 2019) 
21. Liu H W, Liu Y, Wang P in Zhang X B: Molecular engineering of two-photon fluorescent 
probes for bioimaging applications. Methods Appl Fluorec 2017; 22: 1-24. 
22. Yao S in Belfield K D: Two-photon fluorescent probes for bioimaging. Eur J Org Chem 
2012; 17: 3199-3217. 
23. Albota M, Beljonne D, Bredas J L, Ehrlich J E, Fu J Y, Heikal A A, Hess S E, Kogej T, 
Levin M D, Marder S R, McCord-Maughon D, Perry J W, Röckel H, Rumi M, Subramaniam 
G, Webb W W, Wu X L in Xu C: Design of Organic Molecules with Large Two-Photon 
Absorption Cross Sections. Science 1998; 281: 1653-6. 
24. Kim H M, Lee Y O, Lim C S, Kim J S in Cho B R: Two-Photon Absorption Properties 
of Alkynyl-Conjugated Pyrene Derivatives. J Organ Chem 2008; 73; 5127-30. 
25. Liu Z, Tabakman S, Welsher K in Dai H: Carbon Nanotubes in Biology and Medicine: 
In vitro and in vivo Detection, Imaging and Drug Delivery. Nano Res 2012; 2: 85-120. 
26. Kainz Q M, Schätz A, Zöpfl A, Stark W J in Reiser O: Combined Covalent and 
Noncovalent Functionalization of Nanomagnetic Carbon Surfaces with Dendrimers and 
BODIPY Fluorescent Dye. Chem Mater 2011; 23: 3606-13. 
27. http://www.wikiwand.com/en/Carbon_nanotube_chemistry (dostopano: 3. 6. 2019) 
28. Chiu C F, Dementev N, Borguet E: Fluorescence quenching of dyes covalently attached 
to single-walled carbon nanotubes. J Phys Chem A 2011; 115: 9579-84. 
 
